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A study was made of the blood samples of small cattle for 
brucellosis with various serological reactions when testing a 
split-conjugated vaccine against animal brucellosis three and a 
half, four and a half months and nine months after immuniza-
tion. Positive reaction of small cattle to brucellosis in the comple-
ment fixation reaction and the agglutination reaction of 40.7% 
of sheep and goats, and 44.4% of animals in Ros-Bengal after 

3.5 months of vaccination. The vaccine has a high immunoge-
nicity against goats, a high enough antibody titer in blood three 
and a half months after vaccination, when tested with aggluti-
nation and Rose-Bengal, breakdown was detected in 83.3% of 
animals, and in the complement fixation reaction it was 66.7%, 
which will, in our opinion, effectively use this vaccine in the fight 
against goat brucellosis. Immunized sheep in the complement-
fixation reaction and Rose-Bengal assay reacted positively only 
in 33.3% of cases. When the agglutination reaction was es-
tablished three and a half months after the introduction of the 
vaccine - in 28.6% of the animals, in connection with the data 
obtained, we recommend looking for new immunoprotectors 
capable of enhancing the humoral immune response of sheep to 
the antigen of the tested anti-brucellosis vaccine. Nine months 
after the vaccination of the split-conjugated vaccine in all blood 
samples of small cattle (sheep and goats) with all of the above 
reactions, there was no positive test, which indicates the disap-
pearance and complement-binding and agglutinating antibod-
ies from the bloodstream of animals, and thus the opportunity is 
given differentiate postvaccinal antibodies in the blood serum of 
animals, from post-infection, in the case of their detection within 
the time specified above.

EXPERIMENTAL APPLICATION OF A SPLIT-CONJUGATED VACCINE AGAINST 
ANIMAL BRUCELLOSIS IN SMALL CATTLE

DOI УДК 579.62

НАНОЧАСТИЦЫ СЕЛЕНА И МИЦЕЛЛЫ АНТИГЕНОВ ППД – 
СРЕДСТВА ПРОФИЛАКТИКИ ТУБЕРКУЛЕЗА

ВИДЯГИНА Олеся Сергеевна, Саратовский государственный аграрный университет 
имени Н.И. Вавилова

Изучены адъювантные свойства мицелл неионогенного детергента Triton X-114 и липидов кишечной 
палочки, а также наночастиц селена при иммунизации антигенами диагностического препарата тубер-
кулина (ППД). Исследовали образование антител против ППД и клеток Mycobacterium bovis BCG при им-
мунизации белых мышей указанными конструкциями в сравнении с иммунизацией ППД, используя метод 
непрямого дот-иммуноанализа, а также иммунотурбидиметрически. Иммунизация мышей мицеллами 
липида E. coli Б-5 или Triton X-114, несущими ППД, приводит к более высокому образованию антител про-
тив антигенов туберкулина, чем при иммунизации самим ППД. Иммунизация всеми препаратами, вклю-
чая ППД, приводит к образованию антител, распознающих клетки M. bovis BCG, однако наиболее высокие 
титры антител наблюдаются в плазмах крови животных, получавших мицеллы липида E. coli Б-5 или 
Triton X-114. Полученные результаты свидетельствуют о возможности использования мицелл и нано-
частиц селена в качестве адъюванта для иммунизации антигенами микобактерий.

Введение. Туберкулопротеин (ППД) – аллер-
ген микобактерий, представляющий собой смесь 
фильтратов культур микобактерий человеческого 
и бычьего типов, используемый для выявления 
заболевания туберкулезом человека и животных. 
В онлайн-базе референсных последовательнос-
тей протеинов UniProtKB [20] фигурирует целое 
семейство из 7 туберкулиноподобных протеинов 
(tuberculin related protein, tuberculin-like protein, 
tuberculin-active protein) молекулярных масс от 
14,8 до 27,8 kDa, пять из которых имеют пред-
сказанный трансмембранный домен. Наличие 

трансмембранных доменов позволяет использо-
вать в качестве адъювантов неионогенные детер-
генты и структурные мембранные фосфолипиды.

Для солюбилизации гидрофобных антигенов 
предложены мицеллы на основе коммерческих де-
тергентов Cremophor EL и RH [8]. В качестве мицел-
лообразователя (носителя липофильных антиге-
нов) возможно использование также неионогенного 
детергента Triton X-114, способного избирательно 
сорбировать липопротеиды разной природы [11].

Липосомы на основе фосфолипида мем-
бран – лецитина – с добавлением холестерола давно 
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и успешно используются для иммунизации против 
самых разнообразных антигенов [1, 10]. Однако ис-
пользование лецитина и холестерола может быть за-
труднительно из-за их дороговизны, а также низкой 
стойкости препаратов при хранении. Поэтому поиск 
новых матриц для композиции мицелл представля-
ется актуальным. Особенно перспективно исполь-
зование мембранных липидов грамотрицательных 
бактерий и штаммов Escherichia coli кишечных пало-
чек в силу их большой относительной концентрации 
в клетке и простоты выделения [18]. В настоящее 
время получены мицеллы из мембранных липидов 
кишечной палочки в качестве носителей различ-
ных биологически активных веществ, однако нам 
не удалось обнаружить сведений об использовании 
подобных липосом в качестве адъювантов.

Конъюгаты антигенов ППД с наночастица-
ми коллоидного золота уже были использованы 
в качестве адъювантов для получения поликло-
нальных антител, пригодных для идентифика-
ции антигенов ППД и микобактерий в световой и 
электронной микроскопии, а также в перспекти-
ве для получения протективного эффекта против 
микобактерий [7, 9, 14]. Однако использование 
коллоидного золота в качестве адъюванта может 
быть технически сложно [5], поэтому следует ис-
кать другие адъюванты для антигенов микобак-
терий, более доступные для практического ис-
пользования. Частицы восcтановленного селена 
используются в качестве адъювантов и средств 
доставки различных биологически активных 
веществ [3, 4, 21], что делает их кандидатами на 
роль адъювантов для антигенов микобактерий.

Целью исследования являлось изучение приме-
нимости мицелл на основе Тритона Х-114 и липидов 
Escherichia coli Б-5, а также частиц восстановленного 
селена в качестве адъювантов для антигенов ППД 
при иммунизации животных против туберкулеза.

Методика исследований. В работе исполь-
зовали штамм Escherichia coli Б-5 из коллекции 
Саратовского НИВИ, а также клетки штамма My-
cobacterium bovis BCG, высеянного из состава ком-
мерческой лиофилизированной живой вакцины.

В качестве иммунизирующих препаратов 
применяли следующее.

1. Стандартный раствор ППД для млекопи-
тающих – коммерческий препарат туберкулина 
очищенного (ППД) для млекопитающих (ФКП 
«Курская биофабрика», г. Курск). При иммуни-
зации животных использовали десятикратное 
разведение раствора ППД в растворе Хэнкса.

2. Препарат мицелл из липидов E. coli Б-5, несу-
щий антигены ППД (МЦ-Б-5). Cтруктурные липиды 
E. coli Б-5 получали по модифицированному мето-
ду Фолча [17]. 10 млрд отмытых физиологическим 
раствором клеток E. coli Б-5 суспендировали в 10 мл 
смеси метанол/хлороформ (1:2), перемешивали на 
магнитной мешалке в течение 3 ч при комнатной 
температуре с последующим осаждением клеток 
и дебриса центрифугированием (10 000 g 20 мин). 
Супернатант, содержащий липиды, использовали 

для приготовления липосом путем гидратации ли-
пидной пленки. Концентрацию сухого вещества 
липидов в растворе метанол/хлороформ определя-
ли высушиванием раствора структурных липидов с 
последующим взвешиванием образовавшейся плен-
ки. В 10 мл раствора структурных липидов вносили 
1 мл раствора ППД, тщательно перемешивали и вы-
сушивали под вакуумом на стекле в асептических ус-
ловиях до образования сухой пленки. Полученную 
пленку механически, путем интенсивного пипети-
рования, суспендировали в 4 мл раствора Хэнкса до 
образования опалесцирующей суспензии. 

3. Препарат мицелл Тритон Х-114, несущий анти-
гены ППД (МЦ-ТХ-114). При комнатной температуре 
в 1700 мкл раствора Хэнкса вносили 100 мкл Triton 
X-114 (TX-114), детергент суспендировали, в суспен-
зию вносили 200 мкл стандартного раствора ППД. 
Таким образом получали препарат мицелл МЦ-ТХ-
114, содержащий 5 % детергента Triton X-114.

4. Частицы восстановленного селена, несущие 
антигены ППД (Сe-ППД). В качестве восстанови-
теля при приготовлении частиц селена использова-
ли тиосульфат натрия [13]. В 1300 мкл деионизо-
ванной воды вносили 400 мкл раствора 7,5 мг/мл 
селенистой кислоты, 100 мкл 30%-го тиосульфата 
натрия; раствор выдерживали при комнатной тем-
пературе. Через 1 ч в суспензию формирующихся 
частиц восстановленного селена вносили 200 мкл 
стандартного раствора ППД, дополнительно инку-
бировали при комнатной температуре 4 ч.

Cвойства препаратов ППД, МЦ-Б-5, МЦ-ТХ-
114 и Се-ППД. Для препаратов ППД, МЦ-Б-5 и 
МЦ-ТХ-114, потенциально имеющих мицелляр-
ную природу, определена константа мицеллооб-
разования в тесте с Кумасси R-250, состоящем в 
фотометрировании разведений препаратов на рас-
творе Хэнкса с добавлением красителя Coomassie 
R-250 [19]. Готовили разведения указанных препа-
ратов на растворе Хэнкса, а также мицелл Тритон 
Х-114, приготовленных как и для МЦ-ТХ-114, но не 
несущих антигенов ППД (МЦ чистая). К 200 мкл 
полученных разведений добавляли по 20 мкл 
0,5 мг/мл раствора Кумасси R-250 на растворе 
Хэнкса; с помощью микропланшетного ридера оп-
ределяли оптические плотности (ОП) при длинах 
волн 595 и 555 нм, вычисляли отношение ОП595/
ОП555, или «красный сдвиг». Об исчезновении 
мицеллярных структур в ряду разведений препара-
тов судили по исчезновению красного сдвига, т.е. 
по резкому падению отношения ОП595/ОП555.

Препарат МЦ-Б-5 исследовали микроскопи-
чески при окрашивании суданом черным Б. Вы-
сушенные на воздухе мазки погружали в 0,5%-й 
раствор судана черного Б (Sigma-Aldrich) в 
50%-й уксусной кислоте на 10 мин, мазки одно-
кратно промывали фосфатно-солевым буфером 
(ФСБ) и микроскопировали под иммерсионным 
объективом при увеличении 1000х.

Получали электронные микрофотографии 
цельного препарата Се-ППД на просвечивающем 
электронном микроскопе Libra 120 (Carl Zeiss, 
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Германия) при ускоряющем напряжении 120 кВ.
Иммунизация мышей. В опыте использова-

ли самцов белых нелинейных мышей, по 10 гол. в 
группе, массой 20±2 г. Животных двукратно с ин-
тервалом в неделю внутрибрюшинно иммунизиро-
вали свежеприготовленными препаратами МЦ-Б-5 
(1250 мкл/кг массы тела), МЦ-ТХ-114 (2500 мкл/кг), 
Се-ППД (2500 мкл/кг), ППД (2500 мкл/кг), конт-
рольным животным вводили 2500 мкл/кг раствора 
Хэнкса. Доза антигенов препарата ППД для всех 
иммунизированных животных составляла по белку 
1,2 мг/кг и по полисахариду 9 нг/кг. По истечении 
двух недель от первой иммунизации животных нар-
котизировали ингаляцией изофлурана и забивали 
декапитацией, получали перитонеальные клетки 
(ПК) и образцы гепаринизированной крови [2]; 
гепаринизированную кровь разделяли центрифу-
гированием (800 g 15 мин) на форменные элементы 
и плазму. ПК, форменные элементы и плазму кро-
ви использовали для определения наличия антител 
против клеток M. bovis BCG и препарата ППД, а так-
же подавления дыхания перитонеальных клеток в 
присутствии лимфоцитов.

Образование антител против клеток Mycobacte-
rium bovis BCG. Оценку образования антител против 
клеток M. bovis BCG производили с помощью дот-
иммуноанализа [9]. Плазмы от экспериментальных 
животных дефибринировали инкубацией со стек-
лянными бусами и декомплементировали прогре-
ванием (56 °С 15 мин). На мембрану Immobilon-PSQ 
(Merck) наносили по 10 мкл 2 млрд КОЕ/мл суспен-
зии M. bovis BCG в ФСБ pH 7,2, бактерии фиксиро-
вали высушиванием на воздухе, свободные участки 
мембраны блокировали инкубацией в течение 1 ч в 
2%-м растворе сухого молока в ФСБ. Мембраны с 
нанесенными бактериями инкубировали в 10-крат-
ных разведениях исследуемых дефибринированных 
плазм на ФСБ в течение 5 ч при комнатной темпе-
ратуре; связанные с антигеном антитела выявляли 
инкубацией в 10-кратном разведении конъюгата 
коллоидного золота с белком А (предоставлено 
Л.А. Дыкманом) на ФСБ в течение ночи. 

Образование антител против ППД. Наличие 
антител против антигенов ППД в дефибриниро-
ванных образцах плазмы от экспериментальных 
животных оценивали иммунотурбидиметричес-
ки и твердофазным дот-иммуноанализом.

Наличие антител против антигенов ППД под-
тверждали непрямым дот-иммуноанализом с ис-
пользованием коллоидного золота на поливини-
лиденфторидной мембране (PVDF) (Western S;
Millipore, США) [7]. Двукратные разведения стан-
дартного раствора ППД, начиная от цельного до 
разведения 1:64, наносили на PVDF в виде пятен 
по 10 мкл. Дот-иммуноанализ далее производили, 
как и для клеток M. bovis BCG.

При проведении иммунотурбидиметрическо-
го анализа образцы дефибринированной плаз-
мы троекратно титровали на буфере ФСБ рН 7,4 
с 4%-м полиэтиленгликолем 8000 (ПЭГ), вноси-
ли по 20 мкл разведений в лунки планшета, до-

бавляли по 180 мкл ППД, разведенного 1/9 ФСБ; 
инкубировали 10 мин при комнатной температу-
ре. В планшете в момент внесения ППД и после 
инкубации устанавливали ОП при 340 нм, оп-
ределяя преципитацию как приращение ОП340 
после инкубации над исходной ОП340.

Влияние иммунизации на метаболическую ак-
тивность перитонеальных клеток в присутствии 
лимфоцитов при фагоцитозе клеток M. bovis BCG in 
vitro. Определяли метаболическую активность пе-
ритонеальных клеток при заражении их in vitro жи-
выми клетками M. bovis BCG, а также при соинкуба-
ции зараженных ПК с лимфоцитами (ЛЦ) in vitro по 
оригинальной методике. Для определения метабо-
лической активности ПК использовали тест восста-
новления нитросинего тетразолия (НСТ-тест) [6]. 
Из форменных элементов образцов гепаринизиро-
ванной крови экспериментальных животных цент-
рифугированием на Ficoll-Paque (Pharmacia) (800g 
15 мин) получали лимфоциты. ЛЦ отмывали рас-
твором Хэнкса (800 g 15 мин) и ресуспендировали 
до концентрации 106 клеток/мл в среде ДМЕМ с 
добавлением 20 % плазмы от этого же животного 
(аутологическая плазма). Перитонеальные клетки 
отмывали раствором Хэнкса и ресуспендировали в 
среде ДМЕМ с 20 % аутологической плазмы до кон-
центрации 10 млн/мл. В аликвоты ПК добавляли 
живые клетки M. bovis BCG до финальной концент-
рации 108 КОЕ/мл, вносили равные объемы свежей 
среды ДМЕМ с 20 % аутологической плазмы или 
суспензий ЛЦ от соответствующего животного. 

Аликвоты суспензий лейкоцитов инкубирова-
ли в течение 16 ч при 37 °С. По окончании инку-
бации в суспензии лейкоцитов вносили раствор 
0,1%-го нитросинего тетразолия в среде ДМЕМ 
до финальной концентрации 0,01 %, инкубиро-
вали 1 ч при 37 °С. ЛЦ и ПК разделяли центри-
фугированием на Ficoll-Paque (Pharmacia) (800 g 
15 мин) (800 g 15 мин), ЛЦ отбрасывали, ПК от-
мывали раствором Хэнкса. Осадки ПК экстраги-
ровали диметилсульфоксидом, в полученных экс-
трактах при 492 нм фотометрически определяли 
концентрацию формазана в пересчете на 106 ПК.

Результаты исследований. Свойства им-
мунизирующих препаратов. Препарат ППД, ис-
пользованный для получения иммунизирующих 
конструкций, содержал 70±9 нг/мл полисахарида 
и 10±1 мг/мл белка. Концентрация липида E. coli 
в мицеллярных препаратах составляла 50 мг/мл. 
Критическая константа образования мицелл со-
ответствовала 0,015 %. Результаты иммерсионной 
микроскопии окрашенных суданом черным Б ми-
целл приведены на рис. 1.

По данным электронной микроскопии (рис. 2) 
определяли средний размер селеновых коллоидов, 
составляющий 64±18 нм. Частицы селена связаны 
между собой электронно-прозрачным материалом, 
вероятно, теми или иными субстанциями из соста-
ва препарата ППД.

Наличие в плазме крови экспериментальных жи-
вотных антител против антигена ППД. Результат 
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иммунотурбидиметрического исследования и дот-
иммуноанализа на PVDF-мембране антител (АТ) 
против антигенов (АГ) препарата ППД представлен 
на рис. 3. Антитела против ППД с некоторой ин-
тенсивностью выявляли и у животных контроль-
ной группы. При этом иммунизация животных 
препаратами, несущими антигены ППД (МЦ-Б-5, 
МЦ-ТХ-114, Се-ППД), и сам препарат ППД, вызы-
вают рост их концентрации. Об этом свидетельс-
твует интенсивность окраски нанесений антигена 
конъюгатом коллоидного золота с белком А. 

Согласно результатам иммунотурбидиметричес-
кого исследования, наиболее сильно стимулирует об-
разование антител против антигенов препарата ППД 
иммунизация препаратом МЦ-Б-5, а также МЦ-ТХ-
114. Иммунизация препаратом Се-ППД приводит к 
образованию антител несколько меньшему, чем при 
иммунизации самим препаратом ППД.

Результаты дот-иммуноанализа M. bovis BCG 
приведены на рис. 4. Иммунодот с плазмой от кон-
трольных животных практически не дает характер-
ного окрашивания микобактерий. Иммунизация 
же мышей всеми исследуемыми иммунизирующи-
ми конструкциями приводит к образованию ан-
тител, распознающих клетки M. bovis BCG, о чем 
свидетельствует окрашивание клеток бактерии 
связанными золотыми наночастицами. Результаты 
исследования метаболической активности мак-
рофагов в НСТ-тесте при их заражении живыми 
клетками M. bovis BCG и соинкубации с лимфоци-
тами периферической крови приведены на рис. 5.

Фагоцитоз M. bovis BCG перитонеальными клет-
ками практически не сказывается на метаболизме 
последних, однако соинкубация ПК с лимфоцита-
ми заметно снижает их метаболизм. Концентрация 

накопленного формазана в фагоцитировавших ПК 
с лимфоцитами периферической крови у животных 
групп МЦ-Б-5, МЦ-ТХ-114 и Се-ППД достоверно 
ниже таковой в сравнении с ПК из суспензии, свобод-
ной от микобактерии (p<0,05). При этом у животных 
указанных групп накопление формазана фагоцити-
ровавшими ПК в присутствии ЛЦ достоверно ниже 
контроля (p<0,05). Приведенные данные говорят о 
подавлении метаболической активности макрофага 
при соинкубации с ЛЦ в результате иммунизации 
МЦ-Б-5, МЦ-ТХ-114 и Се-ППД в сравнении с ППД, 
причем подавление метаболизма у ПК животных 
группы Се-ППД выше, чем у группы ППД, несмотря 
на более слабое у них образование антител против 
антигенов ППД при иммунизации.

Общеизвестным фактом является внутрикле-
точный паразитизм микобактерий в макрофагах, 

Рис. 4. Результаты дот-иммуноанализа наличия 
АТ против клеток M. bovis BCG в плазмах крови 

животных экспериментальных групп

Рис. 3. Наличие АТ против АГ ППД 
по результатам дот-иммуноанализа 

и иммунотурбидиметрического исследования 
плазм животных экспериментальных групп

Рис. 1. Световая микроскопия окрашенного 
суданом черным Б препарата МЦ-Б-5. 

Иммерсионный объектив, 1000

Рис. 2. Электронная трансмиссионная 
микроскопия частиц препарата Се-ППД



1515

А
ГР

А
РН

Ы
Й

 Н
А

У
ЧН

Ы
Й

 Ж
У

РН
А

Л
А

ГР
А

РН
Ы

Й
 Н

А
У

ЧН
Ы

Й
 Ж

У
РН

А
Л

СЕ
Л

Ь
СК

О
ХО

ЗЯ
Й

СТ
В

ЕН
Н

Ы
Е

СЕ
Л

Ь
СК

О
ХО

ЗЯ
Й

СТ
В

ЕН
Н

Ы
Е 

Н
А

У
К

И
 Н

А
У

К
И

10
2018

моноцитах и дендритных клетках [19]. Натураль-
ные лимфоциты-киллеры способны убивать ми-
кобактерий внутри зараженных моноцитов [11], а 
Т-лимфоциты способны убивать макрофагов, несу-
щих живых M. tuberculosis [13]. Между дендритны-
ми клетками и -Т-клетками, осуществляющими 
иммунный ответ на M. tuberculosis, устанавливается 
взаимная стимуляция. В частности, зараженные 
дендритные клетки стимулируют цитотоксическую 
активность лимфоцитов, причем адъюванты мо-
гут быть выбраны исходя из их способности сти-
мулировать -Т-клетки, что должно приводить к 
оптимизации иммунитета, обусловленного CD8 
T-клетками [14]. В нашем случае в эксперименте 
участвовала вся популяция лимфоцитов, поэто-
му достаточно трудно вычленить эффект той или 
иной субпопуляции лимфоцитов. Однако, несмот-
ря на это, очевидно, что иммунизация препаратами 
МЦ-Б-5, МЦ-ТХ-114 и Се-ППД приводит к подав-
лению метаболической активности зараженного 
микобактерией макрофага лимфоцитами перифе-
рической крови. Это позволяет говорить о перспек-
тивности исследований частиц восстановленного 
селена, мицелл на основе Тритона ТХ-114 или липи-
дов кишечной палочки в качестве адъювантов при 
иммунизации против микобактерий туберкулеза.

Заключение. В качестве адъюванта при имму-
низации аллергенами M. tuberculosis и M. bovis воз-
можно использование мицелл на основе Тритон 
Х-114 или липидов Escherichia coli Б-5, что приводит 
к росту концентрации антител, способных распозна-
вать антигены туберкулина и клеток микобактерии. 

Представляется перспективным исследование 
мицелл на основе Тритон Х-114 или липидов клеток 
E. coli Б-5, а также наночастиц восстановленного се-
лена, несущих антигены ППД, в качестве адъюванта 
для коррекции взаимодействия фагоцитов и лимфо-
цитов при иммунологическом ответе на патогенные 
микобактерии.
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The adjuvant properties of micelles of nonionic detergent 
and E. coli lipids, as well as of selenium nanoparticles, were 
studied in the course of immunization with antigens of the diag-
nostic tuberculin. The formation of antibodies against PPD and 
Mycobacterium bovis BCG cells was studied in immunization 

of white mice with these constructs in comparison with the PPD 
immunization, using the indirect dot-immunoassay method, as 
well as immunoturbodimetrically. Immunization of mice with 
E. coli B-5 lipid or Triton X-114 micelles bearing PPD leads to 
the formation of antibodies against tuberculin antigens higher 
than for immunization with PDD itself. Immunization with all 
drugs, including PPD, leads to the formation of antibodies that 
recognize M. bovis BCG cells, but the highest levels of antibodies 
are observed in the blood plasma of animals receiving lipid E. 
coli B-5 or Triton X-114 micelles. The obtained results indicate 
the possibility of using micelles and selenium nanoparticles as 
an adjuvant for immunization with mycobacterial antigens.

SELENIUM NANOPARTICLES AND MICELLS ARE TOOLS FOR TUBERCULOSIS PREVENTION

DOI  УДК 664.788/664.668.9

ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ ЗЕРНА ТРИТИКАЛЕ, 
ПРОШЕДШЕГО УВЛАЖНЕНИЕ И ПОДСУШИВАНИЕ

ВИТОЛ Ирина Сергеевна, ВНИИЗ – филиал ФГБНУ «ФНЦ пищевых систем 
им. В.М. Горбатова» РАН

ГЕРАСИНА Анна Юрьевна, ВНИИЗ– филиал ФГБНУ «ФНЦ пищевых систем 
им. В.М. Горбатова» РАН

Показано, что нейтральные протеиназы в зерновке тритикале распределены неравномерно: в зародыше 
сосредоточена основная часть ферментов, их активность в 5,2–6,5 раза превосходит активность в целом 
зерне. Установлено, что увлажнение зерна приводит к нарастанию активности нейтральных протеиназ – 
при влажности 30 % она выше исходной на 60–80 % (для целого зерна). В зародыше активность ферментов 
быстро нарастает и при влажности 20 % достигает максимума, увеличиваясь в 1,5–2,0 раза. В зерновке без 
зародыша активность нейтральных протеиназ при влажности 30 % составляет 118 и 120 % от исходной. 
Подсушивание увлажненного зерна сопровождается снижением активности нейтральных протеиназ, но 
остается более высокой (на 15–25 %) по сравнению с зерном исходной влажности.

Введение. Тритикале – новый вид хлебных 
злаков, обладающий высоким биологическим по-
тенциалом и пищевой ценностью [5, 8, 10, 12, 13]. 
Использование тритикале как продовольственной 
культуры в нашей стране остается до сих пор крайне 
ограниченным. Однако это перспективное направ-
ление расширения сырьевой базы и ассортимента 
выпускаемой продукции для перерабатывающих 
отраслей пищевой индустрии, что подтверждается 
повышенным интересом к данной культуре как со 
стороны исследователей, так и со стороны произ-
водителей пищевых продуктов [3, 4, 7, 11, 12].

Качество зернового сырья определяется не 
только его химическим составом, но и состоянием 
ферментного комплекса [1, 12]. Известно, что по-
вышение влажности зерна сопровождается интен-
сивным нарастанием активности ферментов [6]. 
Зерно выходит из состояния покоя, в нем получают 
развитие пусковые механизмы прорастания. Глу-
бина развития этих процессов зависит прежде все-
го от количества поглощенной воды. Дальнейшее 

подсушивание зерна приводит к снижению его фи-
зиологической активности, при этом ферментные 
системы не возвращаются в исходное состояние. 
Изучение важнейших ферментных систем зерна 
при увлажнении и подсушивании имеет большое 
значение для оценки не только семенных досто-
инств зерна, но и технологических показателей. 

Процесс увлажнения и подсушивания зерна 
изучали зарубежные и отечественные исследовате-
ли, в первую очередь с точки зрения его гидротер-
мической обработки (ГТО) и дальнейшей перера-
ботки на мукомольных предприятиях [2], а также с 
точки зрения возможности получения различных 
типов тритикалевого солода для технологий бро-
дильных производств [4]. Изучение протеолити-
ческих ферментов зерна тритикале при разных фи-
зиологических состояниях представляет не только 
практический интерес получения «биоактивиро-
ванного» зерна. Это позволит приблизиться к по-
ниманию роли отдельных ферментных систем в 
сложных пусковых механизмах прорастания.


